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ABSTRACT 
We studied the effect of the renin-angiotensin system inhibitors， perindopril (PE)， and 
candesartan (CA) on the development of liver fibrosis induced by bile duct ligation. 
Expression of angiotensin-II type-l receptor were demonstrated in isolated hepatic stellate 
cells (HSCs) by RT-PCR. CA (2 mg!kg， P.OJ and PE (2 mg!kg， P.OJ were administrat-
ed to rats every day 3 weeks after the bile duct ligation. The hepatic hydroxyproline con-
tent and hepatic fibrosis area were significantly suppressed by the administration of CA or 
PE. 
To clarify the mechanism underlying this suppression， we examined the amount of activat-
ed HSCs and the expression of fibrogenic cytokines. The number ofαsmooth muscle actin 
positive cells were significantly reduced by the administration of CA or PE. The hepatic ex-
pression of transforming growth factor-sl (TGF-sl) and connective tissue growth factor 
mRNAs， and the liver total TGF-sl content in the groups treated with CA or PE were， 
not significantly， lower compared with the bile duct ligation group. These findings suggest-
ed that angiotensin-II would play a pivotal role in liver fibrosis development through the 
HSC activation， and the angiotensin-II inhibition could be a novel approach for the possible 
prevention of hepatic fibrosis. (Accepted on November 9， 2004) 
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(bi1e duct 1igation : BDL)による担汁うっ滞性




















pronase E (Merck， Damstadt， Germany)， O. 05 
% collagenase (type IV;Sigma Chemica1 Co.， St.
Louis， MO， U.S.A)， 0.01% DNase 1 (Roche Di-
agnostics， Mannheim， Germany)を含んだGey's
ba1anced sa1t s01utions (GBSS)を30分間擢流し
た.肝を摘出してメスで細切し， O. 05% pronase 
E， 0.05% collagenase， 0.001 % DNase 1を含ん
だGBSSを加えて37"C，20分間振歯した.混合液







取し， 10% feta1 calf serum (feta1 bovine serum; 
JRH Bioscience Inc. Kansas， U.S.A)， 200 U/m1 
penicillin G sodium (Gibco-BRL)， 200μg/m1 
streptomycin sulfate (Gibco-BRL)， 0.25 UG/m1 
amphotericin B (Gibco-BRL)を含むDu1becco's











群 (BDL+ CA群)，胆管結数十 PE投与群







(54%)， BDL十CA群:n=6/12 (50%)， 





肝組織片をRNA1ater (Ambion Inc. Tx， U.S.A.) 
中に入れ40Cで24時間静置した後一300Cで保管し
た.さらに， hydroxypr01ine (Hyp)， TGF-s1 































ELISAキット (GenzymeCorporation， MA， 
U.S.A.)にて測定した.具体的には，酸ーエタ
ノール溶液 (95%エタノール 375mL 12N HC1 
7.5 ml) 100 m1に対して0.1%pheny1methy1su1-
fony1 fluoride (PMSF，和光)7 mL 0.1% pepsta-
tin 0.4 m1を加えた混合液を2.0m1作成して肝組
織500mgに加え， 24時間40Cで振揚抽出した.
























気泳動し， ACE mRNA， renin mRNA， AT-R1 
mRNAの存在を調べた.
In vivo実験では， RNA 1aterに浸潰した肝組織
200 mgからtota1RNAをISOGENfこより前述と
向様に抽出， cDNAを作成し， Light Cycler 
(Roche)， Light Cycler Fast Start DNA Master 
SYBR Green 1 (Roche)を用いてACEmRNA， 





示した.PCRはACEmRNA : pre-incubation 95 
o C 10 min 1 cycle. Shutt1e PCR 950 C 10 sec， 
62
0 
C 10 sec， 720 C 7 sec 40 cyc1e， renin 
mRNA: pre-incubation 95
0
C 10 min 1 cycle. 
Shuttle PCR 950 C 10 sec， 620 C 10 sec， 720 C 7 
sec 40 cycle， TGF-/ヨ1mRNA : pre-incubation 
95
0
C 10 min 1 cycle. Shutt1e PCR 95
0
C 10 sec， 
62
0 
C 10 sec， 720 C 9 sec 40 cycle， CTGF 
mRNA : pre-incubation 950 C 10 min 1 cycle. 
Shutt1e PCR 950 C 10 sec， 55
0 
C 10 sec， 720 C 6 
sec 40 cycle， collagen-I mRNA : pr・e-incubation
95
0 
C 10 min 1 cycle. Shutt1e PCR 950 C 10 sec， 
55
0 
C 10 sec， 720 C 3 sec 40 cycle，ん一MG
mRNA : pre-incubation 950 C 10 min 1 cycle. 
Shutt1e PCR 95
0 
C 10 sec， 550 C 10 sec， 720 C 5 
sec 40 cycleの条件で施行した.
血清Bi1irubin，ALP， AST， ALTの測定









Forward primer 5' -GAAGCATCACCAAGGAGAAC-3' 
Reverse primer 5' -GGAACTGGATGATGAAGCTG-3' 
renm 
Forward primer 5'一CATGAAGGGGGTCTCTGT-3'
Reverse primer 5' -TGGCTACAGTTCACAACG-3' 
angiotensin-II type 1 receptor 
Forward primer 5' -CTCCAGCTTCTGAAATACAT-3' 
Reverse primer 5' -TGTCAGGAAATCACTTCACT-3' 
TGF-s1 
Forward primer 5' -GCAACAACGCAATCTATGAC-3' 
Reverse primer 5'一CCTGTATTCCGTCTCTT-3' 
CTGF 
Forward primer 5' -TCCCTGCGACCCACACAA-3' 
Reverse primer 5' -TGCAACTGCTTTGGAAGGACTC-3' 
collagen-I 
Forward primer 5' -TCCGGCTCCTGCTCCTCTTA-3' 
Reverse primer 5' -GTATGCAGCTGACTTCAGGGATGT-3' 
s2-microg1obulin 
Forward primer 5'一CCGATGTAT ATGCTTGCAGAGTT AA-3' 
Reverse primer 5' -CAGATGATTCAGAGCTCCATAGA-3' 





釈 DAKOA/S， Denmark) CNo M0851)に40C
で24持間浸潰した.さらに，二次抗体に45分間浸
潰して， avidin-biotin-peroxidase complexに40








image CNational institutes of health， U.S.A.)に
て定量した.
い， p<0.05を統計学的に有意な差があると判定
























図1.肝星細胞におけるACE(A)， renin (8)， AT-Rl (C) mRI¥IAの発現
肝星細胞のACE，renin， AT-R1の存在を確かめるため活性型星細胞よりtota1-RNA





































図2. 肝におけるACE(A)， renin (8)のmRI¥IA発現量
肝組織中ACEの遺伝子発現は，術後3週のBDLラット肝においてSham群よりも著明に
克進していた.mRNA発現量は， Sham群の発現量をlとし，その倍数で表した.





Sham BDL BDL+CA BDL+PE 
T-Bil (mg/ dl) O 6.4 :t 0.7 2.7 :t 2.7*牢 4.4 :t 3.0 
AST (IU/L) 109 :t 10 649 :t 96 619 :t 508 560 :t 266 
ALT (IU/L) 45 :t 4 125 :t 24 106 :t 54 108 :t 33 
ALP (IU/L) 658 :t 109 1307 :t 262 856:t 122** 1202士 429
(Values are means :t S.D. **: p<O.Ol vs BDL) 
図3.Azan染色による肝組織像 (A)Sham. (B) BOL. (C) BOL + CA. 
(0) BOL + PE 
Bar = 100μm 
BDL+PE群においてそれぞれ平均36%，45%の
線維化面積減少を認めた(図4.A).肝Hyp量は
BDL群10.0:t 1. 9 mg/肝と， Sham群1.7:t1.9
mg/肝に比べて約6倍の増加を認めた BDL 
+CA群， BDL+PE群ではそれぞれ5.5:t1.3 













どま った(図7.A). TGF-sl mRNA， CTGF 
mRNAの遺伝子発現量は， BDL群に比べBDL+
CA群においてわずかに平均値の低下(それぞれ



































A: Azan染色による肝線維化面積は， Sham群を100%として表した.B:肝Hyp量は， BDL 
群に比較しBDL十CA群， BDL+PE群で有意に減少した.
Va1ues are means土 S.D.* : p<0.05， **: p<O. 01 vs BDL 




























Values are means :t S.D. * : p<O. 05 vs BDL 
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図7.肝におけるcollagen-I(A)， TGF-sl (B)， CTGF (C)のmRNA発現量
mRNA発現量は， Sham群の発現量をlとし，その倍数で表した.
Values are means士 S.E.* : p<O. 05 vs BDL 
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